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Souhrn

onemocnéni. Cytostatikum ze skupiny nukleosidovych analog — gemcitabin — patii v soucasné
dobé mezi Siroce uzivané prepardty v onkologické 1écbé a zejména u karcinomu pankreatu.
Existuji véak vyznamné interindividuaIni rozdily ve farmakokinetice a farmakodynamice gem-
citabinu, které mohou vyznamné ovlivnit vysledek terapie u takto Ié¢enych pacientl. Vznik
Iékové rezistence vyrazné limituje klinické vyuziti gemcitabinu, stejné jako ostatnich cytostatik.
Cil: V tomto ¢lanku jsou shrnuty zékladni dostupné informace o vyznamnych membréanovych
proteinech Ucastnicich se transportu gemcitabinu pies bunécnou membranu a jejich role pri
vzniku chemorezistence u nadorovych bunék pankreatu.
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Summary

Backgrounds: Pancreatic carcinoma is one of the most serious forms of cancer, with a very high
mortality rate, and is the fourth leading cause of cancer-related death in the Czech Republic.
The etiology and molecular pathogenesis of the disease is still poorly understood. Gemcitabine
is a cytotoxic nucleoside analog, which is widely used in the treatment of malignancies, and in
particular in pancreatic carcinoma. Interindividual differences in gemcitabine pharmacokine-
tics and pharmacodynamics have been demonstrated, which can significantly influence the
outcome of the therapy in thus treated patients. Resistance developed to nucleoside analogs
limits their clinical use, just like in the case of any other cytostatics. Aim: This review summari-
zes available data concerning the membrane proteins involved in the transport mechanism of
gemcitabine through cellular membrane, and their role in the cellular resistance of pancreatic
carcinoma to gemcitabine.
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ROLE MEMBRANOVYCH TRANSPORTERU V CHEMOREZISTENCI KARCINOMU PANKREATU PRI TERAPII GEMCITABINEM

Uvod

Karcinom pankreatu (MKN-10 : C.25;
OMIM : 260350) je jednou z nejzévaz-
néjsich forem nadorového onemocnéni
s velmi vysokou mortalitou, ktera ho v CR
na nadorova onemocnéni (zdroj UZIS
2010, www.novis.cz). Etiologie a moleku-
larni patogeneze tohoto onemocnéni ne-
jsou stale objasnény. Mezi publikované
rizikové faktory patfi vék, pohlavi, diabe-
tes, chronickd pankreatitida, dietni na-
vyky, koureni a infekce Helicobacter py-
lori [1,2]. Navic geneticka variabilita gen(
koédujicich enzymy metabolizmu cizoro-
dych latek mdze rovnéz hrat dllezZitou
roli pfi vzniku a rozvoji této malignity.

Mezi zékladni prognostické faktory
patii stadium onemocnéni (staging),
provedeni radikalniho chirurgického vy-
konu a vykonnostni stav pacienta (per-
formance status) [3].

Molekularné biologické prognostické
faktory jsou intenzivné studovany, ale
zatim bez uplatnéni v klinické praxi [4].

Mutace v genu KRAS jsou pfitomny
pfiblizné v 85% sporadickych nadort
pankreatu [4]. Frekvence vyskytu KRAS
mutaci jsou asociovany s kourenim, al-
koholem a expozici organickym roz-
poustédlim [5,6]. Tyto mutace Ize dete-
kovat jiz na samém pocatku nddorového
procesu [7]. Mutace v kodonu 12 pusobi
zménu funkce KRAS proteinu, ktery se-
trvava v aktivovaném stavu, a umoz-
nuje tak funkci signdlnich drah (MAPK,
PI3K, NF-kB a RAL-GTP), coz vede k za-
staveni bunécného cyklu v G1 fazi
a nasledné kumulaci pozdéjsich alte-
raci v dalSich genech, jako CDKN2A,
TP53 apod. [8]. Studie s vyuzitim inhi-
bice exprese pomoci siRNA poukdzaly
na zasadni ulohu KRAS pfi udrzeni na-
dorové populace [9,10]. KRAS-negativni
tumory vykazuji, co se tyce prezivani
pacient(l po radioterapii, lepsi vysledky
nez tumory s pfitomnymi mutacemi.
Analyzou podtypl KRAS mutaci u karci-
nomu pankreatu bylo v souladu s vyse
zminénou studii prokazano, Ze na vy-
sledné prezivani nemocnych maji vliv
zejména mutace cGT, GcT a GaT v ko-
donu 12 (wild type GGT) [11]. Tumory
s mutacemi v kodonu 13 maji mensi ten-
denci k lokalni progresi i ke vzdalenému
metastazovani [12].

Progndza tohoto onemocnéni je vzhle-
dem k mortalité rovnajici se incidenci in-
faustni. Chemoterapii pokrocilého kar-
cinomu pankreatu je dosahovdno me-
didnu preziti jen kolem 5-8 meésicu.
V kontrolnich skupindch bez chemote-
rapie se pohybuje medidn preziti pouze
mezi 2 a 4 mésici [3]. Jednou z pficin je
pozdni diagnostika tohoto typu one-
mocnéni. Klinické ptiznaky se objevuji
azv pozdnich stadiich a vdobé diagnézy
je jiz 50% pacientl s metastatickym po-
stizenim. Jedinym dnes potencialné ku-
rativnim pfistupem je radikalni resekce.
S ohledem na pozdni diagnézu a Spatny
vykonnostni stav nemocnych podstu-
puje radikalni vykon jen kolem 15-20%
pacientd [13]. V adjuvanci i paliativni
chemoterapii se uplatiuji zejména
nukleotidové antimetabolity. Dnes je
uvadén jako Iék prvni volby gemcitabin
(2;2"-difluordeoxycytidin).

Gemcitabin

Gemcitabin - 2/2'-difluordeoxycytidin
(obr. 1) patfi ke druhé generaci nukleosi-
dovych analog. K 1é¢bé karcinomu pan-
kreatu je standardné pouzivan prepa-
rat Gemzar, ktery je vyuzivan i pfi 1é¢bé
NSCLC a karcinomu mocového méchyre,
v druhé linii i pro nadory ovaria a prsu.
PfestoZe je monoterapie gemcitabinem
uvadéna jako zlaty standard v lécbé
pokro¢ilého adenokarcinomu pan-
kreatu (NCCN Clinical Practice Guideli-
nes in Oncology: Pancreatic Adenocarci-
noma V.1.2009. National Comprehensive
Cancer Network), je odpovéd na tera-
pii gemcitabinem u nadorovych bunék
pankreatického duktalniho adenokarci-
nomu v nékterych studiich uvadéna jen
12% a vysledky lécby mezi jednotlivymi
pacienty se vyznamné lidi. V soucasnosti
je vyvijena maximalni snaha o nalezeni
prediktivnich faktor(i odpovédi na Iécbu
gemcitabinem u pacientl s karcino-
mem pankreatu a individualizaci [é¢by.
Matsubara et al [14] vytvofili skérovaci
systém (normogram), ktery v jejich ko-
horté 304 pacientl s pokrocilym karci-
nomem pankreatu lé¢enych gemcita-
binem dokazal rozliit vysoce rizikovou
skupinu pacientd s kratkym medidnem
prezivani do 150 dni (p =2 x 107). Sle-
dovanymi parametry tohoto normo-
gramu byly hladiny a1-antitrypsinu a al-
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Obr. 1. Gemcitabin.

kalické fosfatazy v plazmé pacient(,
pocet leukocytll a performance status.

Chemorezistence je zplisobena mnoha
rliznymi, pravdépodobné na sobé neza-
vislymi mechanizmy. Gemcitabin je trans-
portovan do intraceluldrniho prostoru
pomoci nukleosidovych transportérd [3],
naopak transportéry rodiny ABC zp(so-
buji jeho eflux ven z buriky [4]. Intracelu-
larné dochézi k jeho metabolické aktivaci.
Preparat je fosforylovan deoxycytosinki-
nadzou na gemcitabin-monofosfat a déle
konvertovan na dFd-dCDP a dFd-dCTP.
Vzniklé metabolity gemcitabin-trifosfat
a gemcitabin-difosfat [15] zodpovidaji za
vlastni cytostaticky efekt [éku.

Na fosforylaci gemcitabinu se muaze
podilet i mitochondrialni tymidinkindza
(TK2). Substratova specifita TK2 je vsak
pro gemcitabin vyrazné nizsi nez pro pfi-
rodni formy nuklesida.

Metabolicka inaktivace probihd ze-
jména cestou cytidindeaminazy anebo
po fosforylaci cestou deoxycytidindeami-
nazy (DCTD) [16]. DCTD se Ucastni reakce,
pfi které vznikd 2'-2’ difluordeoxyuridin.
Mezi dalsimi faktory, které velmi pravdé-
podobné ovliviuji citlivost, jsou zvysena
oprava DNA a alterace cesty apoptozy
[17].V posledni dobé je vénovano velké
Gsili studiu moznosti ovlivnéni cest bu-
nécné signalizace a uloze gent reguluji-
cich bunécny cyklus.

Nukleosidové transportéry

Prestoze gemcitabin je hydrofilni latka,
pravdépodobné nedochazi k jeho vy-
znamnému pruniku pies plazmatickou
membranu prostou difuzi. Nukleosidovy
transport se vyskytuje jako Na*-indepen-
dentni, obousmérny provadény hENT
(human Equilibrative Nucleoside Trans-
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porter, oznacovany také jako rodina
SLC29), nebo jako Na*-dependentni, pro-
vadény hCNT (human Concentrative Nu-
cleoside Transporter, rodina SLC28). Zatim
je znamo sedm nukleosidovych transpor-
térq, které se déli do dvou rodin protein(:
SLC29 (SLC29A2, SLC29A3, SLC29A4,
zndmé rovnéz jako hENT1, hENT2, hENT3
a hENT4) a SLC28 (SLC28A1, SLC28A2,
SLC28A3, také oznacovany jako hCNT1,
hCNT2 a hCNT3) [18,19].

Soucasny vyzkum prokazal, ze buriky,
které nejsou schopny transportu pomoci
téchto proteind, jsou k inhibici gemcita-
binem vyznamné rezistentni. Pfikladem
je napf. inhibice nukleosidovych trans-
portérl inhibitory typu dipyridamolu
[20].

Gemcitabin je podavan jako i.v. bolus
v infuzi trvajici cca 30 min, a to prvni,
osmy a patnacty den 28denniho cyklu,
nebo jednou tydné po dobu dvou mé-
sicl. Peak v séru dosahuje maximalné
50mM a deaminace zpUsobi rychly po-
kles plazmatické koncentrace, takze
v priibéhu 2 hod spadne pod hranici sta-
novitelnosti. Pfedpoklad, ktery z toho vy-
plyva, je, Ze buriky jsou vystaveny gem-
citabinu v signifikantni koncentraci jen
kratkou dobu a neudcinny bunécny upt-
ake je s nejvétsi pravdépodobnosti jed-
nim z mechanizma chemorezistence [20].

Gemcitabinovy uptake je zajistovan
4 transportéry: hENT1 = hCNT1 > hENT2
> hCNT3 [20]. Ve tkanich pankreatu je
exprimovan hENT1, hENT2 [19], ale vy-
skytuji se zde i hCNT transportéry
(hCNT1, hCNT2, hCNT3), jejichz exprese
v nadorovych tkanich je velmi variabilni
[20]. Hlavni mechanizmus pfijmu gemci-
tabinu bunkou je tedy pravdépodobné
zajistovan hENT transportéry, protoze ak-
tivita hCNT1 byla demonstrovana pouze
v ledvindch, jatrech, stievu a hCNT3 jen
v leukemickych burnkéch a v burikach ko-
lorektalniho karcinomu [22].

Studie in vitro ukazaly, Ze gemcitabin
je do bunék transportovan prevazné diky
hENT1 transportéru [21] a pouziti inhibi-
tord, jako je nitrobenzyl-merkaptopu-
rin-ribosid ¢i dipyridamol, snizilo vice nez
20nasobné citlivost ke gemcitabinu [20].
Imunohistochemicka studie na nadoro-
vych tkédnich od 21 pacienttd s pokroci-
lym karcinomem pankreatu ukdzala, ze
pacienti s expresi hENT1 méli vyznamné

del$i median preziti nez ti s nizkou ex-
presi ¢i absenci hENT1 (13 vs 4 mésice,
p = 0,01) [23]. Podobné vysledky uka-
zuje i farmakogeneticka studie na 83 pa-
cientech, kdy byla exprese analyzovéna
pomoci PCR. Dle autord bylo celkové
prezivani delsi u pacientli s vysokou hla-
dinou transkriptd hENT1 (25,7 vs 8,5 mé-
sice) [24].

ABC transportéry

Chemorezistence je zpUsobena mnoha
rdznymi, pravdépodobné na sobé ne-
zavislymi mechanizmy. Jednim z ddlezi-
tych mechanizmu je snizena akumulace
lé¢iva v nadorovych burnkach zpuso-
bena jeho zvysenym Unikem (eflux). Ten
je zprostfedkovan proteiny, které z velké
Casti prislusi k nadrodiné ABC transpor-
térd (human ATP-binding cassette trans-
porters). Kdnesnimu datu bylo v lidském
genomu identifikovéano 49 rliznych ABC
transportérl. Délise do 7 tfid (A-G) na z&-
kladé sekvenéni podobnosti. Prvnim po-
psanym lidskym ABC transportérem byl
P-glykoprotein (ABCB1) [25]. Nasledné
byl izolovan z bunék bunécéné linie bron-
chogenniho karcinomu MRP1 (ABCC1)
[26]. Ukazalo se, ze zejména zastupci ro-
diny ABCB, ke které se fadi i P-glykopro-
tein [22] a rodiny ABCC [27], jsou zod-
povédné za mnohocetnou |ékovou
rezistenci, tzv. MDR (multiple drug re-
sistance). Kromé uvedenych transpor-
térh lze jmenovat i dalsi transportéry,
napf. BCRP (ABCG2) [28].

ABCB1 (MDR1, P-glykoprotein)

ABCBT1, nazyvany také MDRT1 ¢i P-glyko-
protein, je nejdéle znamy a v soucas-
nosti nejlépe prostudovany zastupce ABC
transportér. Substrdtem ABCB1 jsou
obecné hydrofobni léky s polyaromatic-
kym jadrem a neutralnim nebo kladnym
nabojem, napf. etoposid, adriamycin,
vinblastin [29]. Dfive provedené studie
prokazaly, Ze genetické polymorfizmy
vABCBT genujsou dUlezitou determinan-
tou jeho exprese a funkce [30] a obecné
ovliviiuji odpovéd na farmakoterapii
[31]. Dle zavérud japonskych studii [32,33]
vykazuji haplotypy ABCB1 vyznamnéjsi
vztah k mife exprese nez jednotlivé po-
lymorfizmy. Proto Ize pfedpokladat, ze
haplotypy mohou [épe urcit vztah mezi
genotypem a fenotypem tohoto trans-

portéru a velmi pravdépodobné bude
tento princip univerzalni. Vysoce pozi-
tivni imunohistochemické barveni pro
P-glykoprotein bylo nalezeno u 73 %
duktalnich adenokarcinom( pankreatu
(n = 103), pficemz exprese ABCB1 genu
byla detekovdna ve viech vysetienych
tumorech, a to ve zvysené mire oproti
normalni tkani slinivky bfisni. Vyssi mira
exprese ABCB1 dle autord vyznamné ko-
relovala s lepsi prognézou a byla uve-
dena do souvislosti s mensi biologickou
agresivitou nadoru. Dale byla nalezena
vys$si exprese ABCB1 v dobfe diferenco-
vanych nadorech oproti tém hire dife-
rencovanym [34]. Na tuto studii navazala
skupina autort [35], v jejichz studii bylo
75 % vzorkl karcinomu pankreatu imu-
nohistochemicky pozitivnich na pfitom-
nost proteinu ABCB1 (n = 63). Pacienti
s nizkou ¢i stredni expresi proteinu vy-
kazovali delsi dobu pfreziti nez pacienti
s negativni expresi. Velmi zajimavé bylo,
Ze u pfipadl s vysokym stupném exprese
genu ABCBT bylo nalezeno kratsi prezi-
vaninezutéch snizsiexpresi[35]. Exprese
ABCB1 se tedy projevuje jako obecny fe-
nomén vyskytujici se v nenadorové i na-
dorové tkani, jehoz klinicky dopad neni
stale jasny, a jevi se jako aktualni pro po-
drobné studium v jednotlivych typech
nadorG. Na nasem pracovisti jiz probiha
studium ABCBT v nadorové tkani prsu.
Mezi prvni publikované vysledky patfi
prokazany vztah mezi jednotlivymi po-
lymorfizmy genu ABCBT a mirou exprese
tohoto genu (resp. hladinou transkriptu
v nadorech prsu). Vyskyt funkénich po-
lymorfizm(i navic koreloval s prognézou
onemocnéni (stav estrogennich recep-
tord) [36].

ABCC (MRP) rodina

ABCC rodina zahrnuje 13 ¢len(, pficemz
9 z nich se fadi mezi tzv. multidrug re-
sistence proteins (MRP1-MRP9, resp.
ABCC1-ABCC6 a ABCC10-ABCC12). ABCC
transportéry jsou integrdlni membra-
nové proteiny zpUsobujici ATP-depen-
dentni export organickych iontl ven
z bunék. ABCC1-6 transportuji lipofilni
slozky konjugované s glutathionem,
glukurondtem ¢i sulfatem. Substraty
pro ABCC4, ABCC5 a ABCC11 zahrnuji
také cyklické nukleotidy a nukleotidova
analoga [37-39]. ABCC4 byl navic iden-
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N

Tab. 1. Znamé udaje o expresi a ucincich ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u nadorti pankreatu.

Vztah k rezistenci/citlivosti Pfitomnost Pfitomnost

Gen Protein OMIM Lokus ke skupiné léciv - ve zdravé tkani  ve tkani karcinomu  Reference
nukleotidova analoga pankreatu pankreatu

ABCB1 MDR1 171050 7921 zvyseni citlivosti ano ano 41,35,34
ABCC1 MRP1 158343 16p13 zvyseni citlivosti ano ano 41,40
ABCC2 MRP2 601107 10924 neprokazan ano ano 40
ABCC3 MRP3 604323 17922 neprokazan ano ano 40
ABCC4 MRP4 605250 13932 navozeni rezistence ano ano 51,40,37
ABCCS MRP5 605251 3q27 navozeni rezistence ano ano 40,42,37
ABCC6 MRP6 603234 16p13 neznamy ano ano 40
ABCC10 MRP7 neni 6p12 neznamy ano ano 40
ABCCT11 MRP8 607040 16912 navozeni rezistence ne ne 50,40
ABCC12 MRP9 607041 16912 neznamy ano ne 40
ABCG2 BCRP 603756 4922 jsou substratem ano ano 47,52,40,28

tifikovan jako kotransportér pro redu-
kovany glutathion se Zlu¢ovymi solemi
a transportér prostaglandint a DHEAS
(dihydroepiandrosteron-3-sulfat).

Ve zdravé tkani pankreatu i v duktal-
nim adenokarcinomu jsou exprimovany
geny ABCC1-6 a ABCCI10, zatimco gen
ABCC12 (kédujici protein MRP9) byl pro-
zatim detekovan jen v normalnim paren-
chymu slinivky bfisni. Exprese ABCC3 pro-
teinu je v naddorovych vzorcich zvysena
a koreluje s gradingem nadoru [40]. In vitro
studie prokazala, Ze zvySena exprese
ABCBT1 a ABCC1 zpUsobuje bunécny stres,
jehoz dasledkem je i zvyseny metabo-
lizmus gemcitabinu a zvy3end vnima-
vost bunék k jeho plsobeni [22]. Oguri
et al [42] provéfili expresi genu ABCC5 na
bunécnych liniich NSCLC (non-small
cell lung cancer) a poukazali na kore-
laci mezi jeho expresi a rezistenci v{ci
gemcitabinu. Pfi inkubaci s inhibitorem
ABCCS5 (zaprinast) dochazi ke zvyseni cit-
livosti bunék (tj. cytotoxicity gemcita-
binu), coZ bylo potvrzeno i uzitim siRNA.

Dosud zndmé udaje o expresi a ucin-
cich ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u na-
dord pankreatu jsou shrnuty v tab. 1.

ABCG2 (BCRP - breast cancer
resistance protein)

Podobné jako u ABCB1 vede i v pfipadé
genu ABCGT jeho zvy3end exprese ke
vzniku mnohocetné |ékové rezistence
v nadorovych burikdch. ABCG2 je polo-

vi¢nim transportérem a k jeho spravné
funkci je tfeba vytvoreni homodimerni
nebo oligomerni efluxni membranové
pumpy spojenim dvou anebo vice pro-
teind [43].

Substratem pro ABCG2 je fada cy-
tostatik, napf. topotekan, irinotekan
metotrexat, a vétSina nukleosidovych
analog vcetné gemcitabinu [44,45].
ABCG2 je exprimovan v fadé zdravych
tkani véetné slinivky a jeho exprese byla
detekovanaiv nadorovych burikéch kar-
cinomu pankreatu [40]. Zhou et al de-
monstrovali pfitomnost tzv. side popu-
lation cells v bunéc¢né linii PANC-1. Tato
bunécéna linie méla vyrazné vyssi expresi
ABCB1 a ABCG2 transportérd, coz mize
vyznamné prispivat k jeji zndmé Iékové
rezistenci. Po tfidenni kultivaci s gem-
citabinem doslo k narlstu populace
téchto bunék. Autofi usuzuji, Ze se mize
jednat o kandidatni nddorové kmenové
buriky, které se ucastni relapsu onemoc-
néni [46].

ABCG2 navic vykazuje spolu s P-gly-
koproteinem silnou tendenci k interak-
cim s klinicky vyznamnymi inhibitory
kinaz v¢etné erlotinibu [47].

Erlotinib (Tarceva) inhibuje receptor
typu 1 pro epidermalni rlistovy faktor
(EGFR, zndmy také jako HER1) mecha-
nizmem selektivniintracelularni inhibice
fosforylace EGFR-asociovanych tyrozin-
kindz, ¢imz vyvolava zménu proliferacni
aktivity bunék.

Erlotinib je aktivné transportovan do
bunék pomoci ABCB1 a ABCG2 trans-
portérl in vitro [48]. V souladu s timto
tvrzenim byla i in vivo nalezena vyssi
biologickd dostupnost erlotinibu po per-
oralnim podani u mysi, které mély tyto
dva transportéry inaktivovany, oproti
zvifatiim, kterd méla tyto transportéry
aktivni [48].

Zaveér

Karcinom pankreatu patii k nadorovym
onemocnénim s velmi vaznou progné-
zou a pétiletym prezitim pod 5%, a to
i pres celosvétovou snahu o hledani
ucinnéjsi lé¢by, vcetné 1écby biologické.
V soucasnosti se za nejucinnéjsi dostup-
nou lécbu povazuje kombinovana te-
rapie: gemcitabin (Gemzar) a erlotinib
(Tarceva). Pacienti s pokrocilym karcino-
mem pankreatu lé¢eni touto kombinaci
dosahuji jednoletého preziti az ve 20%
[49].

Chemorezistence je zplisobena mnoha
rliznymi, pravdépodobné na sobé neza-
vislymi mechanizmy. Nicméné jak u gem-
citabinu, tak i u erlotinibu byl in vitro i in
vivo prokazan vyznamny vliv membra-
novych transportér(i na biologickou do-
stupnost a ucinnost téchto preparatu.

Gemcitabin je transportovan do intra-
celularniho prostoru pomoci nukleosido-
vych transportérQ. Transportéry rodiny
ABC pak zpuUsobuji vypumpovani jak
gemcitabinu, takii erlotinibu ven z buriky.
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Genetické alterace v genech, které koé-
duji transportéry, mohou byt u pacient(
s karcinomem pankreatu jednim z po-
tencialnich prediktivnich faktord pro in-
dividualizovanou chemoterapii.
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